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La presents invention concerne le domaine du diagnostic. Plus 
precisement. I'invention concerne une methode pour le diagnostic serologique in 
vitro de la maladie de Whipple ainsi qu'un dispositif pour la mise en oeuvre de cette 
methode. L'invention concerne egalement une trousse pour la detection in vitro de 
la bacterie responsable de la maladie Whipple. 

La maladie de Whipple est une maladie qui se presente sous des formes 
variees. La forme la plus classique est celle d'une fievre avec une diarrhee 
chronique qui entrame un amaigrissement, mals c'est aussi une maladie qui est 
susceptible de donner des atteintes articulaires chroniques. des atteintes cerebrales 
avec demence et aussi une atteinte cardiaque en particulier une endocardite a 
hemoculture negative. 

Des sa description princeps en 1907, Whipple §voque I'existence d'une 
bacterie associee a la "lipodystrophie intestinale" devant I'observation de nombreux 
micro-organismes apres coloration argentique d'un ganglion mesenterique (Whipple. 
Bull. John Hopkins Hosp. 1907 ; 18 : 328-391). La mise en evidence du caractere 
PAS (de ranglais "periodic acid SchifT') positif non specifique de cette bacterie. puis 
les observations en microscopie electronlque confirment la presence d'une espece 
bacterienne intracellulaire de structure Gram positif (Chears et al.. Gastroenterology 
1961 ; 41 : 129-138). L'outil moleculaire universel 168 ARNr a permis de confirmer 
cette hypothese en precisant la taxonomie phylogenique de cette nouvelle esp6ce 
bacterienne, et en lui assignant le nom provlsoire de Tropheryma whipelii pour 
evoquer la notion de malabsorption intestinale et honorer le decouvreur de I'affectlon 
(Relman et al., N. Engl. J. Med. 1992 ; 327 : 293-301). Le sequengage direct de 721 
bases d'un fragment amplifie a partir d'une biopsie de Tintestln grele d'un patient 
(Wilson et al.. Lancet 1991 ; 338 : 474-475). puis a partir d'un ganglion d'un autre 
patient (Wilson et ai., ASM News 1992 ; 58 : 318-321) confirme roriginallte de 
I'espece bacterienne associee a la maladie de Whipple. Le sequen?age par Relman 
et ai. (op. cite) de 1 321 bases representant 90 % du gene sur un echantlllon. et un 
fragment de 284 bases chez quatre autres patients a permis de confirmer que 
respece bacterienne associee a la maladie de Whipple representait une espece 
nouvelle, de preciser sa position taxonomlque dans le phylum des actinomycetes, 
c'est-a-dire des bacterles de structure Gram positif a haut contenu en guanosine 



plus cytosine, representant un nouvel embranchement relativement proche de deux 
especes connues en pathologie humaine, Actinomyces pyogenes et Rothia 
dentocariosa. 

Le diagnostic de la maladie est actuellement fait par I'observation apres 
coloration de frottis microscopique obtenu de biopsie ou par amplification et 
sequengage de I'outil du gene universel 1 6S ARNr (Relman et al.. op. cite). 

A ce jour en effet, la bacterie responsable de la maladie de Whipple n'a pas 
pu etre isolee et cultivee de maniere telle qu'une serologie puisse etre envisagee. 

Centre toute attente, le Deposant a mis au point une methode pour la 
culture de la bacterie responsable de la maladie de Whipple. 

Cette methode, qui est detaillee dans les sections 1 et 2 ci-apres, 
comprend I'inoculation d'un broyat de valve cardiaque sur des fibroblastes humains 
de la lignee HEL dans du milieu MEM. 

La bacterie responsable de la maladie de Whipple a ete isolee et etablie en 
culture apres un minimum de deux mois d'incubation, le milieu de culture etant 
remplace regulierement. Par "etablie en culture", on entend que la bacterie est 
obtenue de maniere reproductible et se multiplie au cours du temps. 

La presente invention est done relative a la bacterie ainsi isolee et etablie 
en tant que source d'antigene. Cette bacterie a ete depos6e dans la collection de 
rUnite des Rickettsies - Centre Collaborateur OMS (unite CNRS UPRES A 6020 de 
rUniversite de la Mediterranee Aix-Marseille II) sous le nom de code "TWIST". 

La presente invention est aussi relative a une methode pour le diagnostic 
serologique in vitro de la maladie de Whipple, qui comprend la mise en contact du 
serum ou de tout autre liquide biologique d'un patient avec la bacterie telle que 
definie ci-dessus, et la detection de la reaction immunologique. 

Avantageusement, la methode de diagnostic de I'invention met en oeuvre 
un dosage immunoenzymatique de type ELISA ou un dosage immunofluorescent. 
Plus particulierement, la methode selon I'invention comprend : 

- le depot dans ou sur un support solide d'une solution de bacterie isolee et 
etablie comme indique ci-dessus ; 

- I'introduction dans ou sur ledit support du serum ou du fluide biologique a 
tester dilue ; 



- I'introduction dans ou sur le support d'une solution d-immunoglobuline anti- 
humaine marquee ; 

- I'observation d'une periode d'incubation ; 

- le ringage eventuel du support solide ; 

5 - la detection proprement dite de la reaction immunologique. 

Comme support solide. on peut utiliser tout dispositif adapte a la 
manipulation de suspensions cellulaires et bacteriennes et notamment des tubes 
des lames de verre. des tubes Bijoux ou des plaques rigides de microtitrage en 
polyethylene, polystyrene, chlorure de polyvinyls ou nitrocellulose comportant des 
I micropuits, les lames de verre etant preferees. 

L'anticorps detecte est une immunoglobuline, notamment de type G M ou 
A. specifique de la bacterie responsable de la maladie de Whipple. Comme type de 
marquage de Timmunoglobubine anti-humaine. on utilise un marquage enzymatique 
radioactif ou fluorescent, ce dernier type de marquage etant prefere. 

L-expression "marquage fluorescent" signifie que ranticorps a ete rendu 
fluorescent par un agent fluorescent approprie tel que riso(thio)cyanate de 
fluoresceine combinee a une immunoglobine animale reconnaissant ranticorps 
humain. 

L'expression "marquage radioactif signifie que I'anticorps porte, soit sur un 
element de sa structure, par exemple les residue de tyrosine constitutifs, soit sur un 
radical approprie qui lui a ete fixe, un isotope radioactif permettant de le doser par 
comptage de la radioactivite qui lui est associee. 

L'expression "marquage enzymatique" signifie que ranticorps est couple a 
une enzyme qui. associee a remploi de reactifs appropries. permet une mesure 
quantitative de cet anticorps specifique. 

Le substrat et les reactifs sont choisis de sorte que le produit final de la 
reaction ou de la sequence de reactions provoquee par I'enzyme et mettant en 
oeuvre ces substances soit : 

ou bien une substance coloree ou fluorescente qui diffuse dans le 
milieu llquide environnant I'echantillon teste et qui fait robjet, soit de la mesure finale 
spectrophotometrique ou fluorimetrique. respectivement. soit d'une evaluation a 
I'oeil. eventuellement par rapport a une gamme de teintes etalonnees, 



ou bien une substance coloree insoluble qui se depose sur 
I'echantillon teste et qui peut faire I'objet. soit d'une mesure photometrique par 
reflexion, soit d'une evaluation a Toeil, eventuellement par rapport a une gamme de 
teintes etalonnees. 

Lorsque Ton utilise un anticorps rendu fluorescent, la fluorescence associee 
a I'echantillon teste est lue directement sur un appareil approprie. 

Lorsque Ton utilise une sonde radioactive, comme par exemple I'iode 125. 
la radioactivite associee a I'echantillon teste est comptee dans un compteur gamma 
selon toute modalite appropriee et par exemple apres solubilisation des cellules par 
une solution alcaline (par exemple une solution de soude) et recuperation de la 
solution contenant la radioactivite a I'aide d'un tampon absorbant. 

Lorsque Ton utilise une enzyme sur I'anticorps specifique. I'apparition d'un 
produit colore ou fluorescent est obtenue en ajoutant une solution contenant le 
substrat de I'enzyme et un ou plusieurs reactifs auxiliaires permettant d'obtenir 
finalement comme produit de reaction, soit un produit colore soluble dans le milieu, 
soit un produit colore insoluble, soit un produit fluorescent soluble, comme cela a ete 
explique precedemment. On mesure ensuite le signal lumineux provenant des 
echantillons ainsi traites. a I'aide de I'appareillage adapts a chaque cas : photometre 
en transmisssion. ou en reflexion ou fluorimetre respectivement. Alternativement. on 
peut aussi evaluer a I'oeil la coloration obtenue, en s'aidant eventuellement d'une 
gamme de solutions colorees etalonnees. 

En utilisant comme enzyme la phosphatase alcaline, le couplage de cette 
enzyme avec I'anticorps specifique est effectue selon la methode proposes par 
Boehringer Mannheim-Biochemica. Les substrats preferentiels de cette enzyme sont 
le paranitrophenylphosphate pour une lecture finale spectrophotometrique ou le 
methyM-umbelliferyl phosphate pour une lecture fluorometrique ou le bromo-5 
chloro-4 indolyl-3 phosphate pour obtenir un produit de reaction colore insoluble. On 
peut de meme utiliser comme enzyme la p-galactosidase dont les substrats 
preferentiels sont I'orthonitrophenyl p-D-galactopyranoside ou le methyl-4 
umbelliferyl |3-D-galactopyranoside. 

Preferentiellement, on peut coupler les anticorps specifiques a la 
peroxydase. Dans ce cas. le precede de couplage est derive de celui decrit par M.B. 



WILSON et P.K. NAKANE in Immunofluorescence and Related Staining 
Techniques, W. Knapp, K. Kolubar. G. Wcks ed. Elsevier/North Holland 
Amsterdam 1978, p. 215-224. 

Les reactifs utilises pour riv^ler la peroxydase conjugu^e aux anticorps 
5 specifiques contiennent de I'eau oxygen^e, .ubstrat de fenzyme. et un chromog^ne 
appropri^ par exemple de forthophenytenediamine ou I'acide azino-2 2' bis(«hyl-3 
th,azol,ne sulfonique-6) ou ABTS pour obtenir un produit flnal de reaction colors et 
soluble dans le milieu ou bien la diamino-3,3' benzidine ou l'amino-3 efhyl-9 
carbazole ou le ct,loro-4 a-naphtol pour obtenir un produit final de reaction insoluble 
) ou b,en I'acide paraf,ydroxyphenyl propionique pour obtenir un produit de reaction 
fluorescent soluble dans le milieu. 

Un autre mode de realisation de invention est I'utillsation d'anticorps 
specifiques couples a i'acetylcholinesterase. 

L'acetylcholinesterase est couplee a Tanticorps en utilisant 
preferentiellement un procede derive de celui decrit dans le brevet frangais 
n° 2 550 799 ou un procede qui comporte schematiquement la preparation de 
fragments de I'anticorps par une technique connue. la modification de I'enzyme par 
reaction avec un agent heterobifonctionnel approprie et enfin le couplage des 
produits ainsi obtenus. D'autres precedes connus de construction de conjugues 
immunoenzymatiques peuvent aussi etre utilises dans ce cas. 

La revelation de Tactivite enzymatique specifiquement liee a I'antigene 
reconnu par le conjugue a racetylcholinesterase est realises de preference selon la 
technique bien connue qui emploie I'acetylthiocholine comme substrat de Tenzyme 
et le reactif d-Ellman. ou acide dithio-5,5- nitro-2 benzoique comme chromogene 
selon toute variante adaptee au cas examine, par exemple celle decrite par 
Pradelles et al. dans Anal. Chem. 1985, 57 : 1 170-1173. 

Les chromogenes cites sont utilises tela quels ou sous forme de sels 
solubles dans I'eau. 

La methode de diagnostic serologique de I'invention est adaptee a une 
utilisation dans des laboratoires de biologie et/ou d'anatomopathologie. Pour ce 
faire. on propose un dispositif pour la mise en oeuvre de cette methode. qui 
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comprend un support solide sur ou dans lequel on a depose una solution contenant 
la bacteria telle que definie precedemment. 

L'invention est aussi relative selon un autre aspect S une trousse pour la 
detection in vitro de la bacterie responsable de la maladie de Whipple. Cette trousse 
comprend comme composants: 

- une solution contenant la bacterie responsable de la maladie de NMiipple. isolee et 
etablie comme decrit ci-dessus, a titre de temoin posltif; 

- une solution contenant un anticorps specifique marqu6; 

- eventuellement. une solution de lavage. 

Uanticorps specifique utilise dans la trousse de l'invention est 
avantageusement marque par une sonde radioactive, une enzyme ou un agent 
fluorescent. 

Lorsque I'anticorps specifique est marque par une enzyme, la trousse 
comprend en outre le susbstrat de I'enzyme et un ou plusieurs reactifs pour 
visualiser I'activite de I'enzyme. 

Lorsque I'anticorps specifique est marque par un agent fluorescent, on utilise 
de preference riso(thio)cyanate de fluoresceine. 

Selon un mode de realisation prefere de l'invention. on utilise comme 
anticorps specifique une immunoglobuline. en particulier une immunoglobuline de 
souris. 

L'invention sera mieux comprise a I'aide de I'expose ci-apres. divise en 
sections, qui concernent des experiences effectuees dans le but de realiser 
l'invention, et qui sont donnees a titre purement illustratif. 
Section 1 : Primoisolement 

i Le primoisolement a ete realise par la technique de centrifugation sur tubes 

bijoux inocules avec une lignee de fibroblastes humains HEL disponible aupres de 
I'ATCC. Les cellules HEL sont cultivees sur du milieu MEM (Gibco) additionne de 
10% de serum de veau foetal (Gibco) et de 2 mM de L-glutamine (Gibco). Les 
tubes bijoux (Sterilin-Felthan-England. 3,7 ml) comportant une lamella support de 12 

0 mm de diametre sont inocules avec 1 ml de milieu de culture contenant environ 50 
000 cellules et incubes a 37X pendant 3 jours sous 5 % de CO^ de fa9on a obtenir 
un tapis de cellules confluantes. La valve cardiaque etudiee a ete broyee dans du 
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milieu MEM. et la suspension a ete utilisee pour inoculer les 3 tubes bijoux Ces 
tubes ont ensuite ete centrifuges a 700 g pendant 1 heure a 22°C. Le surnageant a 
ensuite ete retire, les tapis ont ete laves deux fois par du tampon PBS sterile puis 
.ncubes avec 1 ml de milieu a 37-C sous 5 % de CO,. Le suivi des cultures a ete 
> realise par cytocentrifugation de 100 pi du surnageant des tubes bijoux et coloration 
de Cmenez. Cette procedure a ete repetee a 1 0. 20 et 30 jours. Au bout de 30 jours 
le surnageant et le tapis de cellules des tubes bijoux ont et6 recoltes et repiques sur 
un tapis cellulaire confluent dans une boTte de culture de 25 cm^ (boTte I) avec 15 ml 
de milieu de culture et incub^es ^ 37«C sous 5 % de CO.. Chaque semaine toutes 
les 6 semaines suivantes (J72). le tapis cellulaire a ete examine a I'aide d'un 
microscope inverse a la recherche d'un effet cytopathogene et le milieu de culture a 
et6 remplac6 par du milieu frais. Avant de changer le milieu. 200 pi de surnageant 
ont ete utilises pour realiser une cytocentrifugation coloree par une coloration de 
Gimenez. 

Aucun effet cytopathogene n'a ete detecte avant le 65^'"^ jour. Au 72^"^^ 
jour. I'examen du tapis cellulaire en microscopie inverse a permis de detecter de 
petites inclusions sombres et irregulieres dans les cellules HEL. Sur la coloration de 
Gimenez de la cytocentrifugation du surnageant de la boTte I plusieurs bacilies fins 
ont ete detect^s. la plupart en localisation intracellulaire ou lis apparaissent plus 
petits que les extracellulaires. Neanmoins. la plupart etaient mal ou non colores par 
la coloration de Gimenez et apparaissaient bleu pale. A la coloration de Gram de 
nombreux bacilies ont ete aussi detectes. La plupart apparaissaient Gram positif 
mais plusieurs n'etaient que partiellement violet ou apparaissaient Gram negatif A 
la coloration de Ziehl ces bacilies ne sont pas acido-alcoolo resistants A la 
coloration par le PAS. les bacilies PAS positif apparaissaient plus nombreux que sur 
les colorations precedentes. La plupart des longs bacilies fins sont observables en 
localisation extracellulaire. Les cellules HEL apparaissent remplies de conglomerats 
PAS positif et de courts et fins bacilies PAS positif. 
Section 2 : Propagation de I'isolat 

Toute la procedure de propagation a ete realisee sur des cellules HEL 
cultivees sur du milieu MEM additionn6 de 10 % de serum de veau foetal et de 
2 mM de L-glutamine et incubees a 37°C sous 5% de CO.. Au 75^"^^ jour 3 ml de 



surnageant de la boTte I ont ete utilises pour inoculer 10 tubes bijoux par la methode 
decrite precedemment et 2 ml de surnageant ont ete utilises pour inoculer un tapis 
cellulaire confluent dans une boite de culture de 25 cm^ (boTte A) avec 15 ml de 
milieu. Les cellules de la boTte I ainsi que le reste du surnageant ont ete recoltes 
permettant d'obtenir 1 0 ml de suspension. Cette suspension a ensuite ete divisee en 
5 aliquots de 2 ml. Un des aliquots a et6 congel§ dans de Tazote liquids. Un aliquot 
a ete inocule sur un tapis cellulaire confluent dans une boite de culture de 25 cm' 
(boTte B) avec 15 ml de milieu. Les cellules d'un aliquot ont ete lysees par 4 cycles 
de congelation-decongelation utilisant de I'azote liquide et de I'eau chaude (55X) 
puis inocul^es sur un tapis cellulaire confluent dans une boTte de culture de 25 cm' 
(boTte C) avec 15 ml de milieu. Un aliquot a ete inocule dans une boTte de culture 
sans tapis cellulaire de 25 cm' (boite D) avec 15 ml de milieu. Au QS"^^ jour, le 
milieu de toutes les boTtes et des tubes bijoux a ete remplace par du milieu frais. Les 
cellules ont ete recoltees et inoculees dans une boTte de culture de 75 cm' (boTte 
D2) avec 30 ml de milieu. Avant de changer le milieu, 200 ^Jl de surnageant ont ete 
utilises pour realiser une cytocentrifugation coloree par une coloration par le PAS et 
le reste du surnageant a ete congele en vue d'itre utilis6 comme antigene pour la 
serologie. Au 95*™ et au 105*'"" jours, le milieu de toutes les boTtes et des tubes 
bijoux a ete change comme decrit precedemment. Des petites portions de tapis 
cellulaire ont et6 grattees afin de realiser des frottis de cellules en vue d'une 
coloration par le PAS. L'eff.cacite de la propagation de la souche a ete realisee par 
une evaluation semi-quantitative. La presence de bacilles PAS positif a ete evaluee 
microscopiquement en utilisant un grossissement X1000 de la fa(?on suivante : 0. 
absence ; +, presents mais difficiles a trouver ; faciles a trouver mais non 
presents dans tous les champs ; presents dans tous les champs. Ces 

evaluations ont 6t6 realisees § I'aveugle. 

Toutes les methodes de propagation se sont av6rees efficaces puisque 
toutes ont permis de retrouver I'isolat apres 30 jours de sous-culture (Tableau 1). 
devaluation semi-quantitative a permis d'observer que les procedures les plus 
0 efficaces sont le repiquage en tube bijoux, la sous-culture de surnageant (boTte A), 
et le repiquage de cellules (boTtes D. D2). 
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BoTte B 


BoTte C 


BoTte D 


BoTte D2 


Jour 10 Surnageant 
Jour 20 Surnageant 


+ 
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+ 
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NF 


NF 


Frottis cellulaire 


NF 
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NF 




Jour 30 Surnageant 


+++ 


+++ 


++ 


+ 


NF 


++ 


Frottis cellulaire 
NF : non fait 


NF 


++ 


+ 


+ 


NF 


++ 



Section 3 : Detection par immunofluorescence 

La detection de bact^ries intracellulaires a it6 r*alis6e au 105*" jour 
directement dans un tube bijoux par immunofluorescence. Apr^s f«ation par 
rac^tone, le tube a rinc^ deux fois au PBS. 100 pi du s^rum du patient dilu* au 
1:50 avec du PBS avec 3 % de lait ^cren,^ en poudre ont ajoul^s et le tube a 
ete ,ncub« en chambre tiumide 4 37-C pendant 30 mn. Apres 3 rinjages au PBS le 
tube a et^ incube pendant 30 mn i 37-C avec 100 pi rfimmunoglobuline de chSvre 
anti-humaine marqute ^ I'isothiocyanate de fluoresc6ine (Fluoline H, Biomerieux 
Marcy TEtoile, France) dilute au 1:200 avec du PBS additionne de 0,2 % de bieu 
d'Evans. Apr^s 3 rinfages au PBS la lamelle a «e mont^e (cellules vers le bas) en 
glycerine tamponnte (pH 8) et examines avec un grossissement X400 i. I'aide tfun 
microscope i fluorescence Zeiss et d'un microscope confocal {LEICA DMIRBE) 
*qulp^ d'un objectif X100 (NA. 1.4) ^ immersion. 

L'examen en immunofluorescence montre que la coloration par le PAS aInsi 
que les aulres colorations sous 4valuent rinfection cellulaire. Sur la lamelle apr^s 30 
jours de sous-culture toutes les cellules sont remplies par rantigSne bacterien 
L'etude en microscopie confocale confirme la localisation intracellulaire de la 
bacterie. Plusieurs bacteries sont dStectees isolement sous fom,es de fins bacilles 
ressemblant i ceux observes par la coloration PAS. NAanmoins, la plupart du 
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materiel immunopositif correspond a de plus grosses inclusions ou il est impossible 
d'individualiser des bacteries. II n'est pas detecte de materiel immunopositif dans le 
noyau des cellules. 

Section 4 : Microscopie electron ique 

Au 105*""^ jour, 300 pi d'une solution contenant les cellules recoltees dans 
la boTte D2 ont §te prepares pour I'etude en microscopie electronique. Les cellules 
ont et6 fixees dans une solution de glutaraldehyde a 2.5 % en tampon cacodylate 
0,1 M contenant 0.1 M de sucrose pendant 1 h a 4-C. Les cellules ont ete rincees 
une nuit dans le meme tampon puis fixees 1 h a temperature mbiante dans du 
tetraoxyde d'osmium en tamon cacodylate 0.1 M. La deshydratation a ete realisee 
par rin9ages successifs dans des solutions d'ethanol de concentrations croissantes. 
Les cellules ont ensuite ete incluses en blocs d'Epon 812. De fines sections ont 
ensuite ete coupees a partir des blocs a I'aide d'un microtome LKB Ultratome III puis 
color^es par une solution saturee d'acetate d'uranyle dans le methanol et une 
solution aqueuse de citrate de plomb avant examen sur un microscope electronique 
JeolJEM 1200 EX. 

Letude en microscopie electronique confirme que les inclusions PAS positif 
et le materiel immunopositif correspondent a des bacteries intactes ou en voie de 
degradation. La membrane cytoplasmique de ces bacteries est composee de deux 
couches denses aux electrons. La fine paroi bacterienne est parfois recouverte 
d'une pseudo-membrane externe qui donne un aspect trilamellaire. Des bacteries en 
cours de division sont observees. 

Section 5 : Production d'anticorps polyclonaux par la souris contre la 
bacterie responsable de la maladie Whipple 

Une souris de la souche Balb C a ete injectee de fagon intrap6ritoneale 
avec 0.5 ml de surnageant contenant 104 bacteries responsables de la maladie de 
Whipple. La souris a ete ensuite reinjectee 1. 2 et 3 semaines aprfes avec 0.5 ml de 
la m§me suspension. La souris a ete saign6e 1 semaine apres cette derniere 
inoculation. Le serum a ete teste d'une part contre la bacterie responsable de la 
) maladie de Whipple en culture et d'autre part sur la valve d'un patient atteint de la 
maladie de Whipple, une fois par immunofluorescence et une fois par 
immunoperoxydase. Les anticorps revelateurs 6taient d s anticorps anti-souris 



marques a la fluoresceins ou marques a rimmunoperoxydase (fournis par la society 
Immunotech). 

Les bacteries ont pu etre visuallsees a rinterieur des cellules La presente 
demande concerne done aussi la detection directe de la bacterie responsable de la 
maladle de Whipple dans les biopsies et les differents prelevements par exemple : 
valve cardlaque. biopsie digestive, ou biopsie de tout autre organe suspects d'etre 
infecte par la bacterie responsable de la maladle de Whipple. 



REVENDICATIONS 



1 . Bacterie responsable de la maladie de Whipple Isolee et etablie en culture. 

2. Bacterie selon la revendication 1, qui est obtenue apres au molns deux mois 
d'incubation dans un milieu de culture a base de MEM. 

3. Methode pour le diagnostic serologique in vitro de la maladie de Whipple, qui 
comprend les etapes suivantes: 

- le depot dans ou sur un support solide de solution contenant la bacterie 
telle que definie dans la revendication 1 ou 2; 

- I'introduction dans ou sur ledit support du serum ou du fluide biologique a 
tester dilu^ ; 

- I'introduction dans ou sur le support d'une solution d'immunoglobuline anti- 
humaine marquee ; 

- I'observation d'une p^riode d'incubation ; 

- le ringage eventuel du support solide ; et 

- la detection proprement dite de la reaction immunologique. 

4. Methode selon la revendication 3, dans laquelle rimmunoglobuline est 
marquee par une sonde radioactive, une enzyme ou un agent fluorescent. 

5. Methode selon la revendication 4, dans laquelle I'agent fluorescent est 
riso(thio)cyanate de fluoresceine. 

6. Methode selon I'une des revendications 3 a 5, dans laquelle on utilise de 
environ 0.5 a environ 5 ^1. de preference environ 1^1, de ladite solution contenant la 
bacterie. 



7. Dispositif pour la mise en oeuvre de la methode selon I'une des 
revendicatlons 3 a 6. qui comprend un support solide dans ou sur lequel une 
solution contenant la bacterie a ete disposee. 



8. Dispositif selon la revendication 7. dans lequel le support solide est une 
lamelle de verre. 

9. Trousse pour la detection in vitro de la bacterie responsable de la maladle de 
Whipple, comprenant comme composants: 

- une solution contenant la bacterie telle que definie dans la revendication 1 ou 2; 

- une solution contenant un anticorps specifique marque; 

- eventuellement, une solution de lavage. 

10. Trousse selon la revendication 9 dans laquelle I'anticorps sp§cifique est 
marque par une sonde radioactive, une enzyme ou un agent fluorescent. 

11 Trousse selon la revendication 10. dans laquelle I'anticorps specifique est 
marque par une enzyme. 

12. Trousse selon la revendication 11. qui comprend en outre le susbstrat de 
I'enzyme et un ou plusieurs reactifs pour visualiser I'activite de I'enzyme. 

13. Trousse selon la revendication 10, dans laquelle I'anticorps specifique est 
marque par un agent fluorescent. 

14. Trousse selon la revendication 13. dans laquelle I'agent fluorescent est 
riso(thio)cyanate de fluoresceine. 

15. Trousse selon I'une des revendications 9 a 14, dans laquelle I'anticorps 
specifique est une immunoglobuline, de preference une immunoglobuline de souris. 



